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ヘ モ グ ロ ビ ン は ぼ 鎖と タ 鎖の 2 種類 の サ ブ ユ ニ ッ トが結合 した 四量体 くぼ2A 三1 で
， 組織に 酸素を運

赦す る重要な役割 を果 た して し1 る ． 酸素が 直接結合す る各鎖 け プ ユ ニ
ッ トコ の ヘ ム 鉄に は

，
ヘ ム 面を上

下に はさ む よう に 近位 ヒ ス チ ジン と遠位 ヒ ス チ ジ ン が配置し て い る ． こ れ らの ぼ 鎖と タ 鎖の どち らか の 近

位，
また は遠位 ヒ ス チ ジ ン くHi sう の い ずれ か が チ ロ ジ ン くT y rl に置換 した ヘ モ グ ロ ビ ン は，

ヘ モ グ ロ ビ

ン M 旧b M l と呼 ばれ
，

ヘ ム 鉄は三 価 に 安定化 して い る ． H b M で は異常鎖 に 酸素が 結合 で き な い 上 に，

正 常鎖の 酸素結合能に も 影響 を及 ぼ して い る こ と が知ら れ てい る ． 本研究で は
，
こ れ ら の H b M の アミ ノ 酸

置換が ヘ モ グ ロ ビ ン分 子 の 構造 に
，

どの よう に 影響 を与え てい る か を知る目的で
， 全メ ト型 ヘ モ グロ ビ ン

で 吸収ス ペ ク トル と円偏光 二 色性 くC Dう を測定 し
， 正常 ヘ モ グ ロ ビ ン 旧b Aフ の それ ら と此 較検討した ．

可視領域 く500 旬 6 5 0 n m l の 吸収 ス ペ ク トル で は
，

T y r 置換塾 H b M の 吸収極大は
， そ れ ぞれ H b M I w a t e

で は 48 0 と 59 0 n m に
，

H b M B o st o n は 4 9 0 と 60 0 n m に
，

H b M H yd e P a rk は 48 5 と 575 n m に
， H b M

S a s k a t o o n は4 9 0 と 60 0 n m に み ら れ
，

H b A の 吸収極大 く500 と 63 0 n m l より も ， bl u e sh ift して い た ．

もう
鵬

つ の 異常 H b M
，
H b M M il w a u k e e はP 鎖の El l の バ リ ン くV a u が グル タ ミ ン 酸 くGl ul に 置換 し

た H b で
，

異常鎖 は また 三価状態 に 安定化 して い る ． H b M M il w a u k e e の 吸収ス ペ ク トル を H b A の そ れ

と比較す る と ， H b A の 6 30 n m の 吸収極大は H b M M il w a u k e e で は 62 2 n m に b l u e sh ift して い た他は
，

吸収ス ペ ク トル の 性質 は H b A と よ く似て い た ． 近紫外領域 く250 へ 3 5 0 n m l で は
，
5 種類の H b M は H b A

と同じ275 n m に 吸収極大が み られ たが
，
T y r 置換型 の 4 種類の H b M は 肌 A よ り も約20 ％高か っ た ．

一

方 ，
タ ン パ ク側の 構造が よく 反映 され ると 考え られ て い る C D ス ペ ク トル で は

，
肌 M の 間で2 つ の 大き な

相違が み られ た
． 第 叫 の 違い は a 鎖異常 H b M と P 鎖異常 H b M の 間の 相違で近紫外領域 に み られ， 第 二

の 相遠は近位 H i s 置換 H b M と遠位 H i s 置換 H b M の 間の 相違 で可視領域 の C D に み ら れ た
．

a 鎖異 常
H b M の C D ス ペ ク トル で は

t 近紫外領域 の 28 0 n m 付近 に 大き な負の C D が み られた ． それ に 対 し
， P 鎖

異常の H b M の近紫外領域 の C D ス ペ ク トル は H b A と非常に 似て い た ．

一 方， 可視領域の C D ス ペ ク トル

で は， 近位 H i s 置換の H b M I w a t e と H b M H y d e P a r k は H b A と同様正 の C D 帯 の み を示 したが
， そ

の 52 0 と 58 0 n m の C D 極大は H b A の 約 2 倍以上 大き か っ た ． そ れ に 対 し遠位 H i s 置換 の H b M B 。St 。n

と H b M S a s k a t o o n で は
，
6 5 0 n m 付近 に 他の 近位 H i s 置換 H b M や H b A で は み られ な い 負の C D 帯 を示

した ． し か し
，

H b M M il w a u k e e で は
，
2 5 0 へ 6 5 0 n m の 波長域 に わ た っ て C D ス ペ ク ト ル は正 常 ヘ モ グ ロ

ビ ン と大きな 差は な か っ た ． 以 上 の 結果 か ら
，
吸 収 で は H b A と H b M は大き く異 なる が

， H b M 間で は差
がみ られ なか っ た ． しか し

， 個々 の H b M は特徴的な C D ス ペ ク トル を示 し， これ らの 事実か ら H b M の そ

れ ぞれ は異な っ た タ ン パ ク構造で あ る こ とが 分か っ た ．
これ ら の 相違が H b M 間の 機能異常や ヘ モ グ ロ ビ

ン分子 の安定性 な どの 相違 に 結び つ く もの と 考え られ る
．

K e y w o r d s H b M
，
H b A

，
a b s o r p ti o n s p e c t r a

，
Cir c ul a r di c h r ois m

A b b r e vi a ti o n s こ C D
，

Ci r c ul a r di ch r ois m ニ H b
，
h e m o gl o bi n ニ M e t H b

，
m et h e m o gl o bi n ニ H is

，

histidin e i T y r
，
t y r O S in e

．



1 1 90 局

遺伝性黒血症 に 関して は
，

H ti rl ei n らの 報告が 最初

で ある
り

．
こ の疾病 は常染色体 性優性遺伝形式 で伝 わ

り，
ヘ モ グロ ビン の ヘ ム 周辺の ア ミ ノ 酸が 1 個他の ア

ミ ノ酸 に 置換 した点突然変異で あ る ． 異常鎖は 常に 酸

化型に 安定化 さ れて お り，
S i n g e r に よ っ て H b M と命

名さ れ た
2I

．
この H b M は現在 まで の と こ ろ

，
変異部位

の 相違に より
，

．此 鎖異常に H b M I w a t e くa 8 7 H i s
－づ

T y r1 31
， H b M B o st o n くa 5 8 H i s

－ － T y rl
4I の 2 種類，

P 鎖異常 に H b M H yd e P a r k く月92 H i s
－ う T y rl 引

，

H b M S a s k a t o o n くダ6 3 H i s
－ T y r l 4I

， H b M

M il w a u k e e くタ67 V al 一寸 G l ul 小
の 3 種 類 の 合計 5 種

類 が みつ か っ て い る ． わ が 国で は ，
1 9 世紀 の初 め頃 よ

り こ の遺伝病 はトロ黒J r血黒J と呼 ばれ
，

岩手県で そ

の存在が 知ら れて い る ． 田村 ら は こ の 疾病 を持つ 家族

の 家系調査を行 い
， 1 家系 5 世代で 35 人が 発症 して い

たと い う 報告を して い る卵
．

こ れ らの H b M の変異部位 は く図1 う
，

ヘ ム 鉄と グロ

ビン と の直接 か か わ りあう と こ ろ に ある ． 近位 ヒ ス チ

ジ ン と呼 ば れ て い る F ヘ リ ッ ク ス 8 番 目の ヒ ス チ ジ

ン は
，

ヘ ム 鉄と結合 して お り
，

また 遠位 ヒ ス チ ジ ン と

呼ばれ て い る E ヘ リ ッ クス 7 番目の ヒ ス チ ジ ン は， 酸

素が ヘ ム 鉄 に 可逆的に 結合 す るの を容易に し
，

ヘ ム 鉄

を酸化さ せ な い よ う に保護 して い る
7I

． H b M で は
，

庇

F i g ． 1 ． T h r e e
－d i m e n si o n al m o d el o f a h e m o gl o bi n

s u b u nit m o d ifi ed f r o m th a t o f D i c k e r s o n s h o w i n g

S u b s tit u t ed si t e s i n H b M ．

M H P
，
H b M H y d e P a r k ニ H b M B

，
H b M B o s t o n ニ

H b M S
，

H b M S a s k a t o o n 三 H b M M
，

H b M

M il w a u k e e ニ T y r
，
t y r O Si n e ニ Gl u

， gl u t a m i c a cid ．

A － H
，

Lr
－ h eli x f r o m a m i n o t e rm i n al t o c a rb o x y

t e r m i n al ．

鎖 か ガ 鎖の どち ら か の こ の 近位 ま た は 遠位 ヒ ス チ ジ

ン の い ずれ か が テ ロ ジ ン に 置換 して い る
． そ の 異常鎖

の ヘ ム 鉄 は三価 に安定化 され
， 酸化型 H b くメ ト H bl

と な り酸素 と結合で き な くな っ て い 一 る ． 正 常 H b で は

H b が 酸化さ れ て も ， 赤血 球 内の酵 素系に よ っ て すぐ

還 元さ れ て機能 回復 す る が
，

H b M で は ヘ ム は酸化し

た ま ま 常に メ ト H b に と どま っ て い る
．

した が っ て
，

H b 分 子 の 半分 は メ ト塾 と な り そ れ が 褐色色調 を示

し
8I

，
正 常鎖 の 赤色色調 と 混っ て特 有の 色調 くチ ョ コ

レ
ー

ト色1 と な り ，
そ の た め に M 症の 患者は紫監症を

呈す る
．

しか し
，

こ れ ら の 5 種類の H b M 症 は
， 紫藍症

の程度，
溶血 性貧血の 有無

，

ハ イ ン ツ 小体の 有無など

が それ ぞれ の 間 で異 な り臨床症状 は 一 様 で は な い別
．

H b M I w a t e
，
H b M B o st o n

，
H b M M il w a u k e e で は

，

明瞭 な チ アノ
ー

ゼが 認 め られ る が溶血 性貧血 はな い
．

d 方， H b M H yd e P a r k
，
H b M S a s k a t o o n で はチア

ノ ー ゼ は不 明 瞭 だ が 溶 血 性糞血 が 認 め ら れ
，

H b M

S a sk a t o o n で は 赤血球 内 に ハ イ ン ツ 小体が 認 められ

て い る
川

． H b M を機 能 面 か ら み る と ， 庇 鎖異 常の

H b M I w a t e ，
H b M B o s t o n の 正常鎖 は

， 酸素親和性

が低 く 協同性 くn
ニ 1 ． ト レ l ． 2う を ほ とん ど示 さ ずB ob r

効 果 も み ら れ な い 川 1 2I
． し か し

， 月 鎖 異 常 の Hb M

M il w a u k e e の正 常鎖の酸 素親和性 は
， 正 常ヘ モ グ ロ ビ

ン よ りも や や低 い が
1 311 41

，
H b M H yd e P a r k

，
H b M

S a sk a t o o n で は ほ と ん ど 正 常 に 近 く， 協 同性 くn
ニ

1 ． 2
■

u l ． 6うは 弱い なが ら存 在 し， B o b r 効果も認められ

る1 5 ト 岬
．

したが っ て
，

ヘ モ グ ロ ビ ン の 重 要な機能で あ

る 酸素結合 や ヘ モ グ ロ ビ ン タ ン パ ク の 安 定性に
，
近

位 ． 遠位 ヒ ス チ ジン が 共 に 非常に 重 要な 役割を果して

い る こ とが 推察さ れ る
．

本論 文で は
，
5 種類の H b M に つ い て

，
それ ぞれの ア

ミ ノ 酸置換 が ヘ モ グ ロ ビ ン分子 の構造 に
，

どの ような

影 響 を 与 え て い る か を 知 る 目 的 で
， 広 い 波長域

く250
〆
1 － 6 5 0 n m I での 吸収 ス ペ ク ト ル

， 円偏光 二 色性ス

ペ ク トル を詳 しく調 べ 検 討を加 えた 結果
，
興味ある知

見 を得た の で報 告す る ．

材料お よ び方法

工
． 赤血球 の 保存 と ヘ モ グ ロ ビン の 調整

1 ． 患者赤血球の 収集 と保存

H b M 症 の 患者血液は
，

それ ぞれ H b M I w a te は岩

手 県の 坂 井博毅博士
，

H b M B o s t o n は ス エ
ー デ ンの

S a hl g r e n
，

s H o s pit a l の 臨床検査部門の R ． J a g e n b u r g

博 士
，

H b M H yd e P a r k は秋 田県 の 刈田 宏作博jI ，

H b M M il w a u k e e は米国 ウ ィ ス コ ン シ ン 医科大学血

液腫瘍部門の A ． P i s ci o tt a 博士
，

H b M S a sk a t o o n は

富山県中央病院小児科の押田 書博博士 か らわ けて もら



ヘ モ グ ロ ビン M の 分光学的解析

い
， 採血 1 週間以 内 に 水冷状態で 入手 した 0 血 柴を遠

心分離し て除い たあ と
， 赤血 球を生理 食塩水で 3 回 洗

浄した ．
こ の 赤血球 を2 倍量 の 保存用 グ リセ リ ン 緩衝

液 くク エ ン酸 三 カ リ ウ ム 9 ．4 g ，
リ ン簡 二 水素 ナ トリ

ウム 2 ． 8 g ，
リ ン 酸水素 ニ ナ トリ ウム 3 ．1 g ，

グ リ セ リ

ン400 m l に 水 を加 え て 1 リ ッ トル に 調整 した も のうに

懸濁し，
2 m l づ つ 小 バ イ ア ル 瓶 に 分注 し － 8 0

0

C の フ

リ
ー ザ ー くR e v c o

，
米国J 中に 保存 した ．

2 ． 異常 ヘ モ グ ロ ビ ンの 調整

11 H b M I w a t e
，
H b M B o st o n

，
H b M S a sk a t o o n

，

H b M M il w a u k e e の 分離 ． 精製

－

8 0
0

C に 凍結保存 して お い た 患者赤血 球 を室温 で

融解後，
0 ．0 5 M リ ン 酸緩衝液 くp H 7 ． 0うで

一

晩透析 し

たのち遠心 く900 0 r p m
，
1 0 m i n l して溶血液を得 た ．

汀bM 症の 患者は す べ て ヘ テ ロ 接合体 で あ る の で
， 潜

血液に は正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の H b A と 異常 ヘ モ グ ロ ビ

ンの H b M の 両方が含 まれ て お り
，
H b A と H b M の 分

離が必 要で ある ．
H b M の 分離に は

，
イ オ ン交換樹脂の

A m b e rli t e C G －5 0 を主と して用 い た
1 91 2 0J

．
H b M I w a t e

，

H b M B o s t o n
，
H b M M il w a u k e e は H b A と の分離が

容易であ るの で
，

2 X l O c m の 短か い カ ラ ム を
，

H b M

S a s k a t o o n は H b A と の分離がや や 困難で あるた め，

2 X 4 0 c m の 長い カラ ム を用 い た ． A m b e rlit e C G ．5 0

のカラ ム は
， 各々

， 約 20 リ ッ トル の 0 ． 0 5 M リ ン 酸緩

衝液 くp H 7 ． 0うで， 約 1 週間か け て充分 に平衡化 した ．

低温 く4
0

Cl 下で そ の カ ラム に 同じ緩 衝液 で平衡化 し

た患者溶血液 を吸 着さ せ
， 同 じ綬衝液で ゆ っ く り く20

m ll h rl 展開 さ せ た ． H b A は 0 ．0 5 M リ ン 酸緩 衝液

50

E
U

り
ト

の

ー

D

h

－

芯
こ

り

凸

葛
0

言
d

O

1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0

F r cI C Ii o n N u m b e r －2 0 m ll f u b e l

Fi g ． 2 ． T h e el u ti o n p r o fil e of H b M M il w a u k e e a n d

H b A i n a n A m b e rlit e C G －5 0 c ol u m n c h r o m a t o ．

g r a ph y ．

C ol u m n w a s e q u ilib r a t ed w ith O ．0 5 M ph o s p h a t e

b uff e r
， p H 7 ．0 ．

I
， H b A f r a c ti o n J I

，
H b M M il w a u k e e f r a cti o n ．

D e t ail s a r e g l V e n i n th e t e x t
．

1 1 91

くp王1 7 ． 01 で は樹脂 に 吸着 し ない た め
，
そ の まま 溶出す

るの で
， 溶出液に 着色 くピン ク色1 が な く なる ま で緩

衝液 を流した
．

H b M の 分画は カ ラム の 樹脂 の 上 部 に

茶褐色の 層と して残 り
，

イ オ ン 強度 を上 げる と 溶出し

てく る の で
，

0 ■ 2 M リ ン酸緩衝液 くp H 7 ． 01 に切 り か

え て溶出し
，

フ ラ ク シ ョ ン コ レ ク タ
ー

で分取 した ． 図

2 に H b M M il w a u k e e の 典型 的な溶出パ タ ー ン を示

した ．

2 1 H b M H y d e P a r k の 分離 ． 精製

H b M H y d e P a rk は
， イ オ ン 交換樹脂の A m b e rlit e

C G ． 50 で は分離で き な い の で
， 調製用 等電点電気泳動

法 を用 い て H b A と 分離 した ． ま た
，

オ キ シ 型 で は，

H bA と H b M は分離が困難で あ るの で
， 完全酸化塾の

メ ト ヘ モ グ ロ ビ ン の 状態 で 泳 動 し た ． ま ず
，

H b M

H y d e P a r k の 溶血 掛 こ ヘ ム の 5 倍量の 赤血カ リ E K ，

F e くC N1 6コを加 え
， 室温で 30 分間放置 しメ ト化 した

．

余分の 赤血カ リは S e ph a d e x G －2 5 カ ラム に 通 して 除

去し た ． カ ラ ム に通 す こ と に よ っ て 希釈さ れた こ の メ

ト ヘ モ グロ ビン 溶液 を
，

タ ン パ ク 濃縮装置 くA mi c o n
，

米国うを使用 して
， 全量が 3 m l 以 下に な る よう に 濃縮

し た ． 調 製 用 泳 動 槽 は N a g ai ら の 方 法 に 従 い
，

S e ph a d e x G －7 5 くs u p e r fi n el を用 い て作製 した
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．

使用 した ア ン フ ォ ライ ン液 くL K B 社，
ス エ ー デ ンうの

p H 範 囲 は p H 6 ． 0 旬 8 ． 0 で あ る た め， 予 め
， p H

6 ． 0 へ 8 －0 を前泳動 して ， p R 7 ． 0 へ 牒 ． 0 の 部分の ゲ ル を

採取 し
，
全長 く24 c m うに 対 して p H 7 ．0 旬 8 ． 0 の 勾配 で

分離 を行 っ た ． 泳動24 時間後充分 に p H 勾配で き た と

ころ で
，

ヘ モ グ ロ ビ ン の 分離像 を肉眼で識別す る と
，

陰極側の 最端に H b A の 茶色の 帯 が
，
ま た

，
そ れ よ り少

し陽極側に 緑茶褐色の 帯が 観察 され た く図3 ン． 後者の

帯の 部分の ゲ ル をス パ ー

テル で採取 し
，

0 ． 1 M リ ン 酸

緩衝液 くp H 7 ． Ol で溶出 しゲ ル を除去 し H b M H yd e

P a r k 溶液 を得 た ． ゲル よ り 溶出 し た H b M 溶液 は 透

析 膜 くV i sk i n g 榔 に 入 れ
，
0 ． 0 5 M リ ン 酸 緩 衝 液

くp H 7 ． 0う 中で 4 8 時間透析 し，
ア ン フ ォライ ン を除い

て 実験 に 供 した ．

3 う ヘ モ グ ロ ビ ン の 純度の 検定

精製し た 5 種 類の H b M の それ ぞれ に
，

正 常 ヘ モ グ

ロ ビ ン や m i n o r c o m p o n e n t ヘ モ グ ロ ビ ン の 混在が な

い か を確 か め る純 度検 定 は
，

H b M I w a te と H b M

B o st o n は オ キ シ 型 で
， P 鎖異常の H b M は オ キ シ 型 で

は H b M と H b A の 分 離が 困 難 で あ る た め
，

フ ェ リ

シ ヤ ナイ ド を加 えて全 メ ト型 に して 行っ た ． 純度検定

は P A G pl a t e くp H 3 ． 5 へ 9 ．5
，
L K B 社，

ス エ
ー

デ ンl

を用 い て等電点電気泳動 で行 っ た
．

その 結果， 精製 し

た 5 種類の H b M の 泳動像は す べ て， H b M の み の 単
一

の 泳動 バ ン ド を示 した
． 図4 は

，
H b M を含む患者溶
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1

血液の オ キ シ 型お よ びメ ト型の等電点電気泳動像 を示

した ．

3 ． 正 常 ヘ モ グ ロ ビン の 調整

対照 と して用 い た 正常 ヒ ト血液 は
，

5 へ 1 0 人 分 を混

合 して用 い た ． 血液 に 生理 食塩水 を加 えて遠心 分離 し

て
， 上澄 を除去す る こ と を 3 回繰 り返 して血祭 を取 り

除 い た後，
血球 に冷や した蒸留水 を 3 倍量加 え

，
低温

室 に 30 分間放置す る と完全に 赤血 球 は溶血す る ． そ の

溶血液 に 終 濃度 が 0 ． 1 M に な る よ う に して 1 M の

N a Cl を加 えて 混和 し， 遠心 く100 0 0 r p m
，
1 5 m i nl す

モ
ロ

d

中
P
ト

ニ

三
q

エ

串

笥
Fi g ． 3 ． P r e p a r a ti v e i s o el e ct r o f o c u s l n g P a tt e r n O f

H b M H yd e P a r k ．

P r e p a r a ti v e el e ct r o f o c u si n g o n S e ph a d e x G － 7 5 g el

b e d く p H r a n g e
，
7 － 81 w a s u s e d f o r p u rifi c a ti o n ．

T h e h e m ol y s a t e o f th e H b M H y d e P a rk s p e ci m e n

w a s t r e a t e d w ith p o t a s si u m f e r ri c y a n id e b e f o r e

i s o el e ct ri c f o c u si n g ． P a tt e rn S h o w s s e p a r a ti o n

of a b r o w n M e t H b A b a n d a n d a g r e e n i s h b r o w n

M et H b M H yd e P a r k b a n d ．

る と
，

ゴ ー ス ト く赤血球 掛 は沈澱する ． 上 澄を採取

して正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン くH b A う と して 用 い た
．

4 ． ヘ モ グ ロ ビ ン の 酸化 と還元

完全酸化型 ヘ モ グ ロ ビン くメ ト H bフは， 精製した ヘ

モ グ ロ ビン 溶液 に
，

ヘ ム 当た り 2 倍 量の 赤血 カリ を加

え
，
2 5

0

C で 1 5 分 間放置す る と得 られ る
． 加 え た余分の

赤血 カ リお よ び 反応産物く貴血 カ リl は
，

D o w e x I X 8

の ミ ニ カラ ム に 通し て取り 除き
，
S e ph a d e x G －2 5 カラ

ム に て 0 ． 0 5 M リ ン酸緩衝液 に 平衡化 した
． 異常鎖を

も 還 元 し た 完 全還 元 型 ヘ モ グ ロ ビ ン くデ オ キ シ 型

H bI は
， 粉 末の ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ト くN a 2S 2 0 4 ， 和

光純薬 工業う を ヘ モ グロ ビ ン 溶液に 直接加 え て得た
．

H b M の 中 で P 鎖 異 常 の H b M S a sk a t o o n
， H b M

F i g ． 4 ． I s o el e c tri c f o c u si n g p a tt e rn O f fi v e s p e ci e s

o f H b M ．

H a lf o f h e m ol y s a t e f r o m p a ti e n t
，

s b l o o d w e r e

d i r e c tl y a p pli e d a s p a r ti all y o x y g e n a t ed f o r m

くu p p e r b a n d i n e a c h l a n el ，
an d r e m ai n i n g h alf

w e r e o x id i z e d b y th e a d d iti o n o f f e r T i c y a nid e

s o l u ti o n a n d a p pli e d a s f ull y o x id i z e d f o r m

くl o w e r b a n d i n e a c h l a n el ． A r T O W S S h o w th e

b a n d o f e a c h H b M ． P A G P l a t e of p H r a n g e

f r o m 3 ．5 旬 9 ．5 くL K BI w e r e u s ed ．



ヘ モ グ ロ ビ ン M の 分光学的解析

H y d e P a rk
，
H b M M il w a u k e e の 異常鎖は

，
ハ イ ドロ

サル フ ァ イ トを 1 m gノm l を加 え たの ち
， 約 30 分後 に

は異常鎖 も完 全 に 還 元 さ れ る が
， ぼ 鎖異 常 の H b M

I w a t e や H b M B o s t o n の 異常鎖 は非常 に 還元 し に く

い ので
，
3 倍量 の ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ト く3 m gノm り を

加え
，
2 5

0

C で 2 4 時間 N 2 気流中に 放置す る と還元 され

る ． ま た
， 異常鎖は ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ トを除 くと

，

再び酸化さ れて しま う た め
，

デ オ キ シ 型 H b M の ス ペ

ク トル は ハ イ ド ロ サ ル フ ァ イ ト存在下 で 測定 した ．

5 ．
ヘ モ グ ロ ビ ン の 濃度測定

ヘ モ グロ ビ ン の 濃度 くヘ ム 濃度J は ，
ヘ ム を ビリ ジ

ン へ モ ク ロ
ー ム に 変換 して定量 した

．

ヘ モ グ ロ ビ ン溶

液 2 m l 当た り ，
0 ．8 m l の ビリ ジ ン を加 え

，
つ い で 1

N の N a O H を 1 ． 2 m l 加 え， 全量 を 4 m l と した の ち
，

ハ イ ドロ サ ル フ ァ イ トを加 え て還元 型 ビ リ ジ ン ヘ モ ク

ロ モ ー

ゲ ン に し て ， 可視 部の 吸収 ス ペ ク トル よ り定量

した ．
ビ リ ジ ン ヘ モ ク ロ モ ー

ゲ ン の 55 7 n m の ミ リモ

ル 分子吸 光係数 に は どm M ニ 3 4 ．4 を用 い た
2 り

．

工工 ． 吸 収ス ペ ク トル
， お よ び 円偏 光二 色性 ス ペ ク ト

ル の 測 定

吸収 ス ペ ク トル は C a r y 1 7 D S p e c t r o p h o t o m e t e r

くM o d e1 1 7 D
，
V a ri a n 社

， 米国l を用い
， 円偏光 二 色

性 くC Dl ス ペ ク ト ル は自記旋光分 散計 くJ a s c o J －2 0
，

日本分 光1 を用 い て
，

2 5
0

C で 測定 した ．
ヘ モ グ ロ ビン

のC D ス ペ ク ト ル の モ ル 楕 円率 くの は， d e g
．

c m
2

ノ

d e ci m ol e で あ ら わ し た ． C D の 補 正 は
， d －1 0 － カ ン

フ ァ
ー

ス ル ホ ン 酸の 水溶液 を用 い
，
2 9 0 n m で の e R

－

e L

の 値を2 ．2 M
－ 1

c m．1
と して行 な っ た

2 2I
．

ヘ モ グ ロ ビ ン

濃度は
， 可視領域の ス ペ ク トル 測定 に は 100 声M を

，

S o r et 帯 ■ 近紫外領域の ス ペ ク トル 測 定 に は 50 JL M を

用い た ． また
，
測定 に 用 い た セ ル は， 6 5 0 へ 4 5 0 n m の 波

長領域 で は光路 1 c m の 石英 セ ル を， 4 5 0 へ 3 5 0 n m の

波長領域で は0 ． 2 c m の 石 英セ ル を
，

さ ら に 35 0 へ 2 5 0

n m の 波長領域で は 0 ．5 c m の 石英 セ ル を使 用 し た
．

吸収ス ペ ク ト ル
，

お よ び 円偏光二 色性 ス ペ ク トル 測

定に 使用 した綬衝液は
， 近紫外領域の 測定で は 0 ． 0 5 M

リ ン酸綬衝液 を用 い
，
S o r e t 帯， 可視 領域 の 測定で は

0 ．0 5 M bi s ． T ri s
，
0 ．1 M N a C l を 用 い た ． p H は 6 ．0 ，

7 ．0 ， 8 ． 5 の 3 種 を用 い た ． 吸 収お よ び C D ス ペ ク トル

の 大きさ は ， す べ て ヘ ム 濃度当た りに 換算 した ．

成 績

王 ． H b A と H b M の 吸収 ス ペ ク ト ル の 相違

H b M の 構造上 の 異常 を吸 収 ．

C D ス ペ ク トル で 調 べ

るた めに
， ま ず

，
H b M の どの 状態で 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン

の それ と比較 す る の が 最も 適 し て い る の か を検討 し

た． ま ず ， 完全還元 型 く還元剤 を加 えて正 常 乱 異常

119 3

鎖共 に
，

ヘ ム 鉄 を 二価 に 保 っ た デオ キ シ 郵 ，
つ ぎに

，

部分酸化型 く正 常鎖は オキ シ型， 異常鎖 はメ ト 勤 ，
お

よ び完全酸化型 く正常鎖， 異常鎖共に ヘ ム 鉄が 酸化 し

て い る メ ト型1 の 3 つ の 状態に つ い て比較 した ．

H b M と して は H b M I w a t e を用い
，

35 0 へ ぺ5 0 n m

くS o r e t 寺削
，

お よ び 45 0 句 6 5 0 n m 何 視領 助 の 吸収 ス

ペ ク ト ル に つ い て H b A と比 較 した く図5 う． 完 全還元

型の デ オ キシ H b M I w a t e と デ オ キシ H b A を比 較す

る と ， H b M の S o r e t 帯の 吸収が 14 ％程正 常ヘ モ グ ロ

ビ ン に 比 べ 低 い 他は
，
H b M I w a t e と H b A との 間 に 大

き な相違は み られ な か っ た く図5 Aう．
ま た ， 部分酸化

型の H b M I w a t e と 部分酸化型の H b A くq 鎖 は メ ト

乳 ダ 鎖は オ キ シ竺削 を比 較す ると ， 5 4 0 n m と 5 7 5 n m

の 吸 収帯 が H b A よ り も H b M の 方が や や大 き い こ と

と
，
H b M I w a t e で は 60 0 n m に 大き な異常 バ ン ド を示

すが 全体 の形 は似 てい た く図 5 Bう． 次に 完全メ ト型 の

H b M I w a t e と 完全 メ ト型 く酸化 郵 の H b A と を比 較

し た
。 図5 C に 示 す よ う に

，
メ ト型 H b M I w a t e の

S o r et 帯 の 吸 収の 位置は
， メ ト H b A と 同 じ405 n m に

あ る が， そ の 吸 光度 は メ ト H b A よ り も 20 ％低 か っ
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Fi g ． 5 ． C o m p a ri s o n o f a b s o r p ti o n s p e ct r a o f H b A

a n d th o s e o f H b M I w a t e i n th r e e d iff e r e n t s t a t e s ．

A
， C O m pl e t el y r e d u c e d f o r m くd e o x y H bl ．

B
， p a rti al o x id i z e d f o r m くP c h a i n s i s o x y g e n a t ed

a n d a c h ai n s o x idi z e dJ ．

C
，
f ull y o x id i z e d f o r m くM e t H bl ． H b A

，

…
…

こ

H b M I w a t e
，

－
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た ． また
， 可視部 で は H b A の 吸収帯の 位置は 500 n m

と 6 3 0 n m に ある の に 対 し， メ ト H b M I w a t e で は
，
吸

収極大は それ ぞれ 480 n m
，
5 9 0 n m に 大 き く bl u e sh ift

して い た
．

ま た
，

全体的 に メ ト H b M I w a t e の 吸収の

大 き さ は H b A よ り も 約25 へ 5 0 ％樫 大 き い と い う 相

違が み られ た く図5Cl ． 以 上 の 結果 か ら
，
H b M と正 常

ヘ モ グロ ビ ン と比較 す る に は， H b A と の差 が 最も 著

しい メ ト型 ヘ モ グロ ビ ン で 比較す る の が最 も適切 と考

え られ た ので
，
以下の実験 はす べ て完全 メ ト型 ヘ モ グ

ロ ビ ン に つ い て実験を行 っ た
．

I工 ．
メ ト H 旗M の 吸収ス ペ ク トル

1 ． 近紫外領域

ヘ モ グロ ビ ン の 近紫外領域 の 吸収ス ペ ク トル に は
，

タ ン パ ク側の 吸収と ヘ ム の 吸収 の両方が 含まれ てい る

と貰 わ れ て い る ． 図 6 に メ ト H b A と 5 種 類 の メ ト

H b M の 近紫外領域 く250 句 3 5 0 n m うの 吸収ス ペ ク トル

を示 した
． 図6 左は， a 鎖異常の H b M I w a t e と H b M

B o s t o n の吸収ス ペ ク ト ル を， 図 6 右 に は P 鎖異常 の

H b M H yd e P a r k
，

H b M S a s k a t o o n
，

お よ び H b M

M il w a u k e e の それ ぞ れ の吸収ス ペ ク トル を示 し， 比較

の た め に メ ト H b A の 吸収 を 示 し た ．
こ の 領域 で の

H b A の 吸収帯 は275 n m に あり，
その 吸収極大の 位置

は H b M I w a t e で は 2 n m 程長 波長側 に shift して い

るが， 他の 4 つ の H b M は H b A と同 じで あ っ た
．
しか

し， T y r 置換型 H b M の H b M I w a t e
，
H b M B o s t o n

，

H b M H yd e P a r k
，
H b M S a s k a t o o n の 2 7 5 n f n の ヘ ム

当た り の ミ リ モ ル 分子 吸 光係数 は
，

それ ぞ れ 34 ． 1
，

3 3 ． 0 ， 3 5 ． 7
，
3 5 ．2 と

，
い ずれ も H b A の 2 8 ． 3 よ り も約

20 ％高か っ た
．

一 方
，

H b M M il w a u k e e の 2 7 5 n m の

ミ リ モ ル 分 子 吸光係数 は 28 ． 6 で H b A と ほ ぼ 同 じ で

あ っ た く表 1 1 ．
T y r 置換 型 の 4 種 類 の H b M の 27 5

n m で の 吸 収が H b A よ り も 高か っ た 原 因と し ては
，

T y r が 1 個増 え た こ と に よ る タ ン パ ク側 の 影響に よ

る増大 か
，

ま た は ヘ ム 鉄の 遠位側ま た は近位側に 配位
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して い る Hi s 残基が T y r に 置換 した こ と で ヘ ム の 電

子状態が変化 し た こ と に よ る吸 収増大 か
， あ る い は そ

の 両方が関係し てい る の か等が 考え られ る
．

そ こ で
，

この 領域 に 吸収 をも つ 芳香族ア ミ ノ 酸の フ ェ ニ ー ル ア

ラ ニ ン くPh el ，
チ ロ ジ ン くT y rl ， ト リ プ ト フ ァ ン

汀r pl の 3 種の 各々 の 近紫外領域 の 吸 収 ス ペ ク トル

を，
ヘ モ グ ロ ビ ン の 吸収 を測定し た同 じ条件 で測定 し，

それらの ア ミ ノ 酸 の 27 5 n m の 吸 収 へ の 寄与 を検討 し

た
．
その 結果，

こ れ ら の 芳香族 ア ミ ノ 酸の 27 5 n m での

ミリ モ ル 分子 吸光係数は
， P h e は 0 ． 0 1

，
T y r は 1 ． 4 2 ，

T r p で は5 ． 1 5 で あ っ た
．

H b A の 各サ ブ ユ ニ ッ トの 芳

香族アミ ノ酸 の 数は ， a 鎖 で は
，

P h e は7 胤 T y r は

3 個
，

T r p は 1 個で
， P 鎖で は

，
P h e は 8 胤 T y r は

3 個，
T r p は 2 個 で ある

．

ヘ ム 当た り く駐

ヂ脱 す る

と
，
P h e は 7 －5 胤 T y r は 3 個，

T r p は 1 ． 5 個と な る
．

一 九 T y r 置換型 H b M I w a t e
，
H b M B o st o n

， H b M

H y d e P a r k
，
H b M S a sk a t o o n で は

，
P h e と T r p の数

は H b A と 同数で あ るが
，

T y r が 1 個増加 した こ と に

よ り ，
T y r の ヘ ム 当た り の 数 は 3 ． 5 個 と な り H b A よ

りも0 ．5 個分多い こ と に な る ．
こ の 0 ．5 個分の T y r が

増加した こ と に よる 吸 収増大 へ の 寄与 は， 単純計算 で

求めると
，

ヘ モ グ ロ ビ ン の 27 5 n m の 吸 収 を約 6 ％上

昇させ る こ と に なる
．
しか し

，
こ の 波長域 で の H b M の

吸収帯は H b A よ りも 約20 ％も高 い
． 2 7 5 n m の H b M

の 吸収増大は芳香族 ア ミ ノ 酸で あ る T y r が 1 個増 え

た こと から く る吸収増大の み と は考 えられ ず， T y r に

置換した こ と に よ り
，

ヘ ム の 電子状 態が変化 した こ と

119 5

に よ る影響が 大き い の で は ない か と考え られ る ．

山 方
，

H b M M il w a u k e e で は こ の 近紫外領域の 吸 収 ス ペ ク

トル は H b A と ほ ぼ同 じであ っ た ．

2 ． S o r et 帯

図7 に 白b M とIi b A の S o r e t 帯 の吸 収ス ペ ク トル

を示 し た ． S o r e t 帯で は
， 吸収帯の 位置 は

，
a 鎖異常の

H b M く図7 Al に お い て も
， P 鎖異常の H b M く図7

Bう に お い て も H b A と変わ らず405 n m に あ っ た ． し

か し
， 4 0 5 n m の 吸収帯の 大き さ は H b A に 比 べ H b M

で はい ずれ も低く， H b M I w a t e
，
H b M B o s t o n

，
H b M

H yd e P a rk
，
H b M S a s k a t o o n

，
H b M M il w a u k e e の そ

れ ぞれ の ミ リモ ル 分子 吸光係数は 131 ， 1 犯 14 0
，
13 5

，

1 4 7 で
，

H b A の 1 66 よ り も 10 句 2 0 ％程 低 か っ た く表

い ．

3 ． 可視領域

可視領域 に お ける H b M と H b A の 吸 収ス ペ ク トル

を図8 に 示 した ． 打b A は 50 0 と 63 0 n m に 吸収帯 を示

す の に 対 し
，
H b M I w a t e で は 48 0 と 59 0 n m に

，
H b M

B o st o n で は 49 0 と 60 0 n m に
，

H b M H y d e P a r k で

は 48 5 と 57 5 n rn に
，
H b M S a sk a t o o n で は 49 0 と 60 0

n m に み ら れ
，
い ずれ も H b A の 吸 収極大の位置 よ りも

大幅に bl u e sh ift してい た ． しか も
，

こ れ らの H b M の

吸 収帯 は H b A に 比 べ て 約 25 ％ 旬 5 0 ％程増 大 し て い

た ．

一 7j
．

，
H b M M il w a u k e e の 吸 収ス ペ ク トル は

，
H b A

の 63 0 n m の 吸 収が 622 n m に b l u e sh ift して い る 他

は
，

H b A と 吸収帯 の 位 置や吸 収強度に お い て も あ ま

り異な っ て い なか っ た
．
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工1I ． E b M の 円偏光 二 色性 くC D I ス ペ ク トル

1 ． 近紫外領域

近紫外領域 の H b A と H b M の C D ス ペ ク トル を図

9 に 示 した
．

こ の 波長域の 吸収 ス ペ ク トル で は T y r 置

換型 H b M は 互い に よ く似 て い たが ， C D ス ペ ク トル

は a 鎖異 常の H b M と P 鎖異 常の H b M と の間 に大

き な 違 い が み ら れ た ． 2 6 0 n m の 正 の C D 帯 が H b M

S a sk a t o o n と H b M M il w a u k e e で は， H b A に 比 べ

20 ％程高 い の と， H b M S a s k a t o o n で は
，
3 00 n m 付近

の 正 の C D が H b A に 比 べ て約 2 倍大き い 点を除い て

は， P 鎖異常の H b M で は C D ス ペ ク ト ル の 形， 大きさ

共 に H b A と は あ ま り 相違 はなか っ た ． H b M H yd e

P a r k の C D ス ペ ク ト ル は H b A と ほ と ん ど差 が な

か っ た く図 9 下 段コ． そ れ に ひ き か え ，
ぼ 鎖 異常の

H b M く図 9 上 段1 の C D ス ペ ク トル で は
， 形， 大きさ

共 に 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン と も 月 鎖 異常 の H b M と も大

きく適 っ て い た
．

一

番頗著な相違 は
，

H b M I w a te や

H b M B o s t o n で は ， 28 0
一

旬 2 8 5 n m に 正 常 ヘ モ グロ ビ ン

で は み られ ない 負の C D が み られ た こ と で ある
．
また，

正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン に み られ る 260 n m 付近の C D 極大

は
，

H b M I w a t e で は半分 に減少 して い る ． もう
一 つ

の 相違 は，
H b A に も み ら れ る 300 旬 3 2 0 n m 付近の 幅

広 い 正 の C D は
，

H b M I w a t e で は 約 2 倍
，

H b M

B o s t o n で は 約 3 倍 と ， H b A の そ れ よ り も 大 き か っ

C D くt2
－
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た
．

次に
， 特に 変化の み られ た H b M I w a t e と

，
2 6 0 n m

付 近 の 正 の C D 帯 が や や 大 き か っ た H b M

M il w a u k e e に つ い て
， p H の 変化が C D ス ペ ク トル に

0
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11 9 7

どの よ う に 影響す る か に つ い て調べ た く図 抑 ．
ヘ モ

グ ロ ビン の構造 は p H に よ り微妙な影響を受 け四 次構

造が変化 して 酸素親和性が 変わ り ， 組織 へ の酵素の 受

け渡 しが 起 こ る こ とが知 られ て お り B o b r 効 果と 呼ば

れ て い る
．

こ れ ら の p H に よ る構造変化は， 26 0 n m 付

近の C D 帯 に よ く反 映さ れ
，
リ ガ ン ド型 く即 ち

，
四次構

造が R 室削 で は大き な C D を与え る ．

一 方
， 還元 型 く即

ち四 次構造が T 郵 で は
，

こ の 260 n m の C D 帯 は約半

分に 減少 し， 新た に 2 貼 n m に 負の C D を示 す こ と が

知 られ て い る2 3I
． 酸化型 ヘ モ グ ロ ビ ン の四次構造は

，

一

般 に リガ ン ド型 と 同 じ R 型 の 範 ち ゅう に 入 れ ら れ て

い る が
， や は り p H に よ る 影響 を受 ける

． 図10 A に 示

す よう に
，
H b A で は3 つ の 異な っ た p H で C D の 大き

さ が変化 し
，
ア ル カ リ側 くp H 8 ．5J で は

，
2 6 0 n m の C D

が大 きく ， 酸性側 くp H 6 ． 01 では小さ か っ た
． 酸化型

の 11b M I w a t e の 3 つ の p 鋸 こお ける C D ス ペ ク トル

を見る と 個 10 別 ，
アル カ リ側 くp H 8 ． 5う で は

，
2 7 0

n m 付近 で
， わ ずか に 正 の C D 帯の 上昇 がみ と め られ

るが ， 3 つ の p H で C D ス ペ ク トル の形 に ほと ん ど変

化が な か っ た ■ つ ぎに
，

H b M M il w a u k e e の p H 7 ． 0

に お け る正 の C D 帯の 大き さ は
， H b A の p H 8 ． 5 の場

合と ほ ぼ等 しく， こ の大き さ は p H を下げて も変化 し

な か っ た く図10Cコ．

2 ． S o r e t 帯

図 11 に
，

5 種類 の H b M と対照の H b A の S o r e t 帯

の C D ス ペ ク ト ル を示 した ． 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン は
，

S o r et 帯 で は 41 3 n m に正 の ， 3 95 n m に 負の C D 極大

を示 す c o m pl e x C D を示 す ． H b M で は い ずれ も負の

C D 帯は顕著 で は な く
，

H b A の 正 の C D 極大 と同 じ波
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長城 に 正 の C D 極大の み を示 した ．
ま た ，

その 正 の C D

極大の大き さ は
，

．仔 鎖異常 の H b M く図11 Aぅで も
， タ

鎖異常 の H b M く図 11 Bう に お い ても ， H b A に 比 べ て

10
〆

1 － 20 ％減少 して い た ．

3 ． 可視領域

T
O
－

X

二

三

0

50 0 5 5 0 600 6 50

人 い呵

Fi g ． 1 2 ． C D s p e ct r a o f H b s M i n th e v i si bl e r e gi o n
．

A
，

d 卜 a b n o r m al H b s M ニ
ー－ －

，
H b M I w a t e ニ

… …

，

H b M B o st o n i
－

，
H b A ．

B
， P

－

a b n o r m al H b s M ニ
ー ー

，
H b M H y d e P a r k i

… …

，
H b M S a sk a t o o n ニ

ー

，
H b A ．

C
， P －

ab n o r m al H b M こ
－ － －

，
H b M M il w a u k e e ニ

ー

，
H b A ． O t h e r c o n di ti o n s a r e th e s a m e a s i n

F i g ． 8 ．

H b A と 5 種類 の H b M の 可視領域 の C D ス ペ ク ト

ル を図 12 に 示 し た ． T y r 置換 型 H b M の 可視領域の

吸収ス ペ ク ト ル は 互 い に 似て い た の に 対 し
，

C D スペ

ク ト ル で は非常 に 異 な っ て い た
．

こ の 波長域で の C D

ス ペ ク トル で は
，

庇 鎖と 月 鎖異常 H b M と の 間の違い

で はな く
，
近位 Hi s 置換 と遠位 Hi s 置換 H b M と の間

の相違が み ら れ た ． ま ず，
a 鎖異常の H b M の C D ス ペ

ク ト ル く図1 2 Al を み る と
， 近 位 H i s 置 換 の H b M

I w a t e で は
，
H b A の C D ス ペ ク ト ル と全体の 形 は似て

い るが ， 5 2 0 n m ，
5 8 5 n m の正 の C D 極大は ， H b A の

2 倍 ま た は それ 以上 に 大き か っ た ．
H b A の 5 00 n m の

ミリ モ ル 楕円率は 4 ． 9 で
，
5 8 0 n m で は 1 ． 4 で ある の に

対 して
，

H b M I w a t e で は， そ れ ぞ れ
，
9 ． 8 と 5 ． 6 の値

を示 した く表 2 l ．

一 方 ， 遠位 H i s 置換の H b M B o s t o n

で は，5 0 0 n m 付近 は正 の C D を示 すが
，
5 80 n m 付近で

は負の C D を示 した
．

ま た
，

非常 に 特徴 的な こと は
，

H b M B o st o n で は
，

H b A に も H b M I w a t e に もみら

れ な い 65 0 n m 付近 に 大 き な 負の C D 帯 を示 した こと

であ る ．

次 に P 鎖異 常 の T y r 置換 型 H b M の C D ス ペ ク ト

ル く図 12 Bl をみ る と ，
ス ペ ク ト ル の 全体 の形は 此 鎖

異常の H b M と大差 は な い が
，

H b M H y d e P a r k
，

H b M S a sk a t o o n の それ ぞ れの C D 極大は， a 鎖異常

の H b M に 比 べ て や や 小 さ い
． しか し，

ぼ 鎖 異常の

H b M で みら れ た近位 H i s と 遠位 Hi s 置換 の H b M の

間の C D の 著 しい 相違 は
， P 鎖異常の近位 H i s と遠位
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ヘ モ グ ロ ビ ン M の 分 光学的解析

m s 置換の H b M に お い て も同様 に み と め ら れ た ． 即

ち
， P 鎖の 近位 Hi s 置換 の H b M H yd e P a rk で は正

の C D 帯の み で
，
5 2 0 と 585 n m 付 近 に C D 極 大 を 示

し
，

い ずれ も H b A に 比 べ て
，

お お よ そ 2 倍近く 大き

か っ た ．

一 九 遠位 H i s 置換の H b M S a s k a t o o n で は
，

580 n m 付近で は負の C D 帯 は は っ き り しな い が
，

65 0

n m では H b M B o st o n 同様
，
顕著な 負の C D 帯が み ら

れた ． しか し，
H b M M il w a u k e e は 5 0 0 n m 付近の 正

の C D 帯が H b A と 比 べ て や や低 い 以 外 は， 正 常 ヘ モ

グロ ビ ン の C D ス ペ ク l
l

ル と 変 わ ら な か っ た く図

12Cl ．

N ． 可視領域 の 吸 収 ． C D ス ペ ク ト ル の p E 変化

E b A に お け る 3 価の ヘ ム 鉄原子 は ， 常 に 6 配位型

である ． 水分子 が酸性 p 王1 で は第 6 配位座側 に あ り ス

ペク トル は典型 的な hi gh s pi n 型と な る
． p H 上 昇 に伴

いメ ト H b A で は第 6 配位子 の 水分子 が O H 基 に 置き

か わり，
ス ペ ク ト ル はl o w s pi n 型 と な る

． 図13 に

H b A と H b M I w a t e の 3 種の p H く6 ． 0
，
7 ． 0

，
8 ． 5J に

おける 吸収と C D ス ペ ク トル を示 した ． 図13 A に 示 し

たよう に
，

H b A で は p H 6 ． 0 と p H 7 ． 0 で 5 00 n m と

630 n m に c h a r g e tr an Sf e r b a n d が み られ る典型的な

high s pi n 型 の 吸収 ス ペ ク ト ル を示 すが
， p H を 8 ． 5 に

上げる と 500 と 63 0 n m の 吸収帯は 減少 し
，

そ の 代わ

りに
，
5 4 0 と 57 5 n m に 吸収帯 を有 す るl o w s pi n 型 に

変化した ．
この 吸収の 変化に 伴 っ て C D ス ペ ク トル に

も p H に よる変化が み ら れ た く図13 Cフ．

一

九 H b M I w a t e で は
，

4 9 0 n m と 60 0 n m に み ら

れる 吸収帯 は， p H 6 ． 0 と p H 7 ． 0 の 場合 で はほ と ん ど

T
O

－

X

U

0

0

5

0

T
O

I

X

n

れ

ニ

11 9 9

変化は な く， p H 8 ．5 で も55 0 n m 付近に わ ずか な吸収

増大が み られ る の み で あ る
．
H b A の p H 変化に 比 較す

ると
， その 変化の 大き さ は約半分で あ るの で

，
この 変

化 は H b M I w a te の 正常 P 鎖だ けの p H 変化 に よ る

もの と考 え られ る ． また
，

H b A に み ら れる 500 と 630

n m の 吸収帯 は
， H b M I w a t e で は 49 0 と 60 0 n m へ と

約 10 へ 3 0 n m b l u e sh ift して い るが ， や はり， 鉄と ポ

ル フ ィ リ ン 間の Ch a r g e tr a n sf e r b a n d と 考え られ る ．

ま た
，

H b M I w a t e で は p H を 8 ．5 に 変 えても ス ペ ク

トル が変 わ らな い と こ ろ か らみ て， 高い p H で あ っ て

も hi gh s pi n 型 を維持 して る もの と 思われ る く図 13

Bl ． H b M I w a t e の C D ス ペ ク ト ル く図13 Dl で も，

この 3 つ の p H で は ほ と ん ど変化が み ら れ なか っ た
．

考 察

ヘ モ グ ロ ビン の 機能 は酸素に 対す る親和性， 協同作

用 くヘ ム 間相互 作用1 ， お よび B o b r 効果の 3 つ の 面か

ら検討す る こ と が で き る
．

H b M の 酸素結合能 を測 定

す る場1凱 異常鎖に は酸素が結合で きな い の で 正 常鎖

の 機能 を測定 する こ と に なる ． した が っ て
， 協同作用

は当然低い こ とが 予想さ れ， 此 鎖贋常の H b M で は ，

H ill の n 値は 1 ． レ ー 1 ．2 の 範囲 で ある こ とが 報告 さ れ

てい る
8I

． 酸素親和性は ぼ 鎖異常 H b M で非常 に低 く
，

声鎖異常 H b M で は正常 と同 じか
， やや 高い 結果 が得

られ てお り， 町 誹 鎖 の い ずれの 変異か に よ っ て 正 常鎖

に 与 える 影響 も大 き く違 っ て い る
．

B o h r 効 果 は p H

の 変化 に よ る酸素親和性の 変化で あ るが
， 通常酸性側

p H く組織ンで は親和性が 低く， 弱ア ル カ リ性側 く肺1

A くn m I

F i g ． 13 ． C h a n g e s of a b s o r pti o n a n d C D s p e c t r a of H b A
，
a n d H b M I w a t e a s a f u n cti o n

O f p H ．

A
， a b s o r p ti o n s p e c t r a o f H b A ニ B

，
a b s o r p ti o n s p e c t r a o f H b M I w a t e ニ C

，
C D s p e c t r a

O f H b A ニ D
，
C D s p e c t r a of H b M I w a t e ．

－ － －

， p H 8 ■5 i
－

， p H 7 ．0 3
－ ． － ． ． ．

， p H 6 ．0 ．

0 ．0 5 M bi s
－ T ri s b u ff e r w a s u s e d ．
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で は親和性 が 高く 生理 的 な合 目性 が ある ． 月 鎖異常

H b M はほ ぼ正 常 に 近い B o h r 効果 を示 す の に 対 し
，

a

鎖 異 常 H b M で は ほ と ん ど B o b r 効 果 を 示 さ な

い 均
一 1 郎

．
こ の よう な H b M 間に み られ る機能面の 相違

は何 に 由来す るの であ ろう か ．

ヘ モ グロ ビン の 赤い 色調は ヘ ム に 由来 して い る
．

ヘ

モ グロ ビ ン の吸収ス ペ ク トル は 吸収 され る 電磁波 の エ

ネ ル ギ ー

が小 さ い 順 に
，

赤外 ， 可視， 紫外な どに 分類

さ れ る
．

ヘ モ グ ロ ビ ン の吸収 ス ペ ク トル は
，

主と して

ポ ル フ ィ リ ン の 2 つ の か が 遷移 に 基 づ く， い わ ゆる

B 帯 くS o r e t 帯1 お よ び a
．

P バ ン ド と し て 示 さ れ

る Q 帯 く可視領域っ か らな る
2 4I

．
ヘ モ グ ロ ビ ン で は

，

こ の ポ ル フ ィ リ ン の 打 電子 の か が 遷移の み な ら ず，

鉄 ． 軸配位子 と ポ ル フ ィ リ ン の 電子 が相互 に 関与 した

電荷移動遷移が加わ っ て く る ．
ヘ モ グ ロ ビ ン の デ オ キ

シ 型に 酸素が 結合 して オ キ シ 塾 に な る と ， S o r e t 帯 も

Q 帯も大 きく 変化す る ．
メ ト塾で は p H に よ っ て 吸収

ス ペ ク トル は大 き く変化す る
．

H b M は ヘ ム 鉄 に 直接 あ る い は 間接 に 配位 して い る

軸配位子 の H i s が T y r に 置換 した も の
，
お よ び その近

傍 の ア ミ ノ 酸変異に よる も の な の で
， 当然吸収 ス ペ ク

トル に も 大 き な影響が ある こ とが 予測 さ れ る ． 図 6

へ 8 に 示 した よう に
，
近紫外領域

，
S o r e t 帯， 可視領域

に 至 るま で
，
T y r 置換型の 4 種類 くH b M I w a t e

，
H b M

B o st o n
，
H b M H yd e P a r k

，
H b M S a s k a t o o nl の H b M

で は
，

正 常 ヘ モ グ ロ ビン と比 べ て ， 吸収 ス ペ ク トル に

大き な変化が み られ た ．

一 方 ， 遠位 Hi s 近傍の ア ミ ノ

酸変異 に よ る H b M M il w a u k e e で は
， 他 の 4 つ の

H b M に 比 べ る と吸収 ス ペ ク ト ル の 変化 は小 さ く，

H b A と大 きな差 は なか っ た ． した が っ て
， 遠位 Hi s 近

傍の ア ミ ノ 酸変異 は
，

H i s 自身の 変異よ り も ヘ モ グ ロ

ビン の構造 へ の 影響 はず っ と 小 さ い も の と考 え ら れ

る ． T y r 置換型の H b M の吸収 ス ペ ク トル 変化の特 に

著 しか っ た の は， 近紫外 の 280 n m 付近 と 可視領域 で

あっ た
． 近紫外領域の 変化 で は変異 ア ミノ 酸が 芳香族

ア ミ ノ 酸で あ る T y r で あ るの で
，
そ のア ミ ノ 酸自身の

寄与 に よ る吸収の 変化か と も考 え たが ， ア ミ ノ 酸の 吸

収 へ の 寄与 は単純計算 で 6 ％の 増加 に す ぎず，
した

が っ て
，
2 0 ％もの大 き な吸収増大 は ヘ ム の変化 に 起因

して い るも の と推察 され る ． 可視領域で の特徴 は正 常

ヘ モ グ ロ ビ ン の吸収 極大 の 位置 が H b M で は 大 き く

bl u e shif t し て い る こ と と
，

そ の 吸 収 極 大 は 約

25
〆
－ 5 0 ％も増大 して い る こ との 2 点で あっ た ．

こ の 吸

収の変化が
，

H b M 特有の チ ョ コ レ ー

ト色 に つ なが り

紫藍症の 原因と な っ て い る もの と考 えられ る
．

こ の吸

収 ス ペ ク ト ル の 変化 は軸 配位子 の Hi s が T y r に 変異

した こ とで
，

ポ ル フ ィ リ ン 環の か が 遷移 と鉄 と ポ ル

フ ィ リ ン 間の ， あ る い は鉄 と軸配位子 間の 電荷移動遷

移 に 変化 を与 えた こ と に 起因 して い る もの と考えられ

る ．

タ ン パ クの 立 体構造 を知 る手段 と し て は
， X 線結晶

解析 法が あ るが ， タ ン パ ク質 を溶液 の ま まで 立体構造

を知 る手段 と して は
，
C D が最も有用 で あ る

抑
．
タ ンパ

ク質 げ ロ ビ ン1 か ら切 り離 した ヘ ム 自身 は光学的に

不活性 で
， 吸収ス ペ ク トル はみ ら れ るが C D はみら れ

な い
．

しか し
，

ヘ ム が タ ン パ ク 質 げ ロ ビ ンう と結合

す る と光学活性 を示 し
， 広 い 波長域 で ヘ モ グ ロ ビン の

C D ス ペ ク ト ル が観察 さ れ る ．
ヘ モ グロ ビ ン の C D ス

ペ ク トル か ら， 近紫外領域で は 芳香族 ア ミ ノ 酸の環境

と
，

ヘ ム と グ ロ ビ ン の 相 互作用の状態 を， ま た30 0 n m

以 上 の領域で は
，

ヘ ム と グ ロ ビ ン の 相互作用 の 状態を

把握 す る こ とが で き る ． した が っ て
，
T y r 置換型 H b M

で は H b A と比 べ て C D ス ペ ク ト ル に 特 に 大き な変化

が 期待 され る
．

正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の近紫外 の C D スペ

ク トル で は， 2 6 0 n m を中心に 大 き な正 の C D 帯が みら

れ
，

こ の波長域 は芳香族 ア ミ ノ 酸の C D バ ン ドも関与

す る と こ ろ である が
，

ヘ モ グ ロ ビ ン の C D の 大部分は

ヘ ム に よ る も の で ア ミ ノ酸側鎖に 由来 す る部分は非常

に 小さ い と考 えら れ て い る ． ま た
，

近紫外領域お よ び

S o r e t 帯 の C D に は
，

ヘ モ グ ロ ビ ン の 四次構造がよく

反映す る と報告さ れ て い る
2 郎抑

．
さ ら に

，
ヘ モ グ ロ ビン

の 近 紫 外 の C D ス ペ ク ト ル を 最 初 に 報 告 し た

B e y c h o k ら
23りこよ れ ば， 2 6 0 n m の正 の C D は a 鎖で

非常に 大 きく 月鎖 の約 2 倍で あ る こ と， ぼ と ガ を会合

さ せ た 四量 体 の正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン くぼ 2 似 で はそれ ぞ

れ の サ ブ ユ ニ ッ トの C D の 和 に なる こ と
，

リ ガ ン ド型

ヘ モ グロ ビ ン の方が デ オ キ シ 塑よ り 2 倍以上 大きい と

い う
．

一 方
， 可視領域の C D ス ペ ク トル で は

， 特にメ ト

型 ヘ モ グ ロ ビ ンで hi gh s pi n 至軌 l o w s pi n 型 で異な っ

た C D ス ペ ク トル を与 える こ と が報 告さ れ て い る
281

．

い ずれ の C D 帯 に お い て も ，
ヘ ム の 吸収帯を通 して結

合 タ ン パ ク 質 の 動 態 をみ て い る と い う 点か ら 考える

と
，

軸配位子 に ア ミ ノ 酸置換が 起 こ っ た H b M に おい

て
， C D ス ペ ク トル は そ の ア ミ ノ 酸置換 の 影響 をみる

の に 非常に 有効 な手段 と 考え られ る
．

本論文 に 示 し た よう に
，

H b M の C D ス ペ ク トル に

お い て も 吸収 ス ペ ク ト ル と 同じ く
， 特 に 大 きな変化が

み ら れ た の は T y r 置換 型 の 4 種類の H b M で あ っ た ．

こ れ ら の H b M で は
，

近紫外領域 と可視領域で特に大

き な C D ス ペ ク トル の 変化が み られ た ． ま ず
，
近紫外で

は
，

a 鎖異常 H b M と P 鎖異常 H b M と の 間 に は っ き

りと した C D ス ペ ク ト ル の相違が 観察 され た
．

此 鎖異

常の H b M I w a t e で は
，
2 6 0 n m の 正 の C D バ ン ドは正

常の 1ノ2 程 に 小 さ く な り ， そ の 代 わ り に 28 5 n m に正
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常H b で はみ ら れ な か っ た 大き な負の C D バ ン ドが あ

らわれた ．
また

，
31 0 n m の 正 の C D バ ン ドは， 正 常 H b

に比 べ て約 2 倍位大 き くな っ て い た
．
H b M lヨo st o n に

お い ても基 本的に は H b M I w a t e と 同様 な変化が み ら

れた ． B e y c h o k ら
2 31の 報告で は

， サ ブ ユ ニ ッ トの u 鎖

とタ 鎖と を会合 さ せ た 四量体 の デ オ キ シ 型 の C D で

は
，

サ ブ ユ ニ ッ トの C D で は み られ な い 負 の C D バ ン

ドが 28 5 n m に 出現 す る の で
，

こ れ は ヘ モ グ ロ ビ ン の

T 塾構造 の指標 に な る とい う ． 従 っ て ， 2 8 5 n m に 負の

C D 帯が みら れ た H b M I w a t e や H b M B o s t o n で は，

その正常月 鎖の 酸素結合能が低 く， い わ ゆ る 四次構造

が T 塾に 凍結 した構 造 である こ と と よ く
一

致 し て い

る ．

一 方， 月鎖異常 の H b M で は
，

い ずれ も C D ス ペ ク

トル の形， 大き さ と も に
， ほぼ正 常 ヘ モ グ ロ ビン の C D

に類似 してい た
．

つ ま り ， 月 鎖異常 H b M で は
， 四次構

造はほぼ正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン と同 じに 保 たれ て い るの で

はな い かと 考え られ る ． こ の結果も
，月 鎖異常 H b M の

正常鎖の酸素結合能 が ほ ぼ正 常で あ ると い う結果と 矛

盾しな い
．

つ ぎに 可視領域に お ける H b M の C D ス ペ ク トル で

は
，
近位 H i s 変異 H b M と遠位 H i s 変異 H b M と の間

に明確な相違が観察 され た
． 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン の オ キ

シ 軌 お よび デ オ キ シ 型で は
，

ほ ぼ そ の最大吸収 の位

置に正 の C D を示 す こ とが知 られ て い る2 91
． また， メ ト

塾 H b A に お い て も そ の最大 吸 収の 500 n m
，
5 75 n m

，

630 n m の位置に
，

そ れ ぞ れ正 の C D が観察 され た
．

こ

れに 対し
，

H b M I w a t e
，
H b M H y d e P a rk な どの 近位

Hi s 変異 H b M で は
，

5 0 0 n m や 6 0 0 n m の 最大吸収 の

位置に 正 の C D が み られ るが
， 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン に 比

べ て2 へ 3 倍大きか っ た
．

しか し
， 6 3 0 n m に C D バ ン

ドが みら れ な い こ と を除 い て は
，

ス ペ ク ト ル の 型 は

H b A と類似 して い た
．

一 方， H b M B o s t o n
，

H b M

S a s k a t o o n な どの 遠 位 Hi s 変 異 H b M で は
，

50 0 rl m

の正の C D バ ン ドは正 常と あま り差 は な い が ， 5 7 5 n m

にはほとん ど C D 帯が な い か また は負 の バ ン ドを 示 し

た． ま た こ れ らの遠位 H i s 変異 H b M で は， 65 0 n m に

顕著な負の C D バ ン ドが 観察された こ とが特徴的で あ

る
．

H b M の X 線結晶解析に よ ると
，

H b M B o st 。 n で

は置換 した 遠位 T y r の フ ェ ノ ー ル の O H 基 が ヘ ム 鉄

と強く結合 し
， 近位 H i s と の結合は切 断され て い ると

いう
30，

． また H b M I w a t e で は
，

ヘ ム 鉄 は置換 した近

位 T y r の フ ェ ノ ー ル の O H 基 と強 く 結合 し て い る こ

とが示 唆さ れ て い る
3 1 ほ2，

．
こ の T y r の ヘ ム 鉄 との 結合

は
，
H is と ヘ ム 鉄と の結合 より か な り強い と考 え られ

，

ヘ ム 鉄の ヘ ム 面か ら位置 の移動 を伴 っ て い る ら しい
．

これら の こ とか ら考 え る と
，

ヘ ム 鉄が ヘ ム 面か ら近位

側に偏位 した H b の H b M I w a t e と H b M H y d e P a r k

1 20 1

は， 大き な正 の C D ス ペ ク トル を示 す の で あ ろう． ま

た，
ヘ ム 鉄 が ヘ ム 面よ り遠位側 に 偏位 し た 場合 は

，

H b M B o st o n と H b M S a s k a t o o n に み られ る よう に
，

逆 に 負の C D バ ン ド を示 す の で は な い か と考 え ら れ

る
． も う

一 つ の遠位 H i s 近傍の ア ミ ノ 酸置換で メ ト型

に な り H b M に分類さ れ て い る H b M M il w a u k e e の

近紫外領域お よ び可視領域で の C D は
，

正常 ヘ モ グ ロ

ビ ン と ほ ぼ同 じである こ とは
， 吸収や C D ス ペ ク ト ル

で み る限 り， 正 常 H b とそ の 立体構造や ヘ ム の 電子状

態は大 きな違 い が な い もの と 判断さ れ る
．

結 論

ヘ モ グ ロ ビ ン M 症 く遺伝性黒血症I と して知 られ て

い る 5 種類の H b M くH b M I w at e
，

H b M B o st o n
，

H b M H yd e P a r k
，

H b M S a sk a t o o n
，

H b M

M il w a u k e el に つ い て
，

ア ミ ノ 酸置換が ヘ モ グ ロ ビン

分子 の構造 に
， どのよ う に影響を与 えて い るか を知 る

目的で
， 全メ ト型 に お け る吸 収お よび C D ス ペ ク トル

を
，

25 0 旬 6 5 0 n m 波長域に わ た っ て測定 し以下の 結果

を得た
．

1 － T y r 置 換 型 の H b M くH b M I w a t e
，

H b M

B o st o n
，
H b M H yd e P a r k

，
H b M S a s k a t o o n l の 可視

領域 く450 へ 牒50 n m l の 吸収ス ペ ク ト ル の形 は 互い に

似 て い る が
，

そ の 吸収 は H b A よ り も 25 へ 5 0 ％大 き

く
，

H b A で み ら れ た 500 と 63 0 n m の 吸収極 大 は
，

H b M で は 20 へ 3 0 n m b l u e sh ift してい た
．

2 － 近 紫外領 域 の H b M の 吸収 ス ペ ク ト ル で は
，

H b A と 同じ位置の 275 n m に 最大吸収に 示 す が
，

T y r

置換 型 の 4 種 類 の H b M は い ずれ も H b A よ り も 約

20 ％大き か っ た
．

3 ． a 鎖異常 H b M I w a t e と H b M B o st o n で は，

近紫外領域の 280 n m 付近 に 正 常 ヘ モ グ ロ ビ ン で はみ

られ な い 大き な負の C D が み とめ られ た
．

一 方 ，月 鎖異

常の H b M で は
，
C D ス ペ クトル の形

，
大きさ共に H b A

とは大き な相違 はな か っ た
．

4 ． 近位 H i s 置換 H b M の H b M I w a t e と H b M

H y d e P a rk で は可視領域の C D ス ペ ク トル は正 の C D

の み を示 し， その 極大は H b A の 2 倍以上大き か っ た ．

一 方
， 遠 位 H i s 置 換 の H b M B o s t o n と H b M

S a sk a t o o n で は
，

5 0 0 n m 付近 に 正 の C D 帯 を示 し た

が
，

6 50 n m に 負の C D 帯を示 した
．

5 ． 月 鎖の 遠位 H i s 近傍 の バ リ ン が グル タ ミ ン 酸

に 置 換 し て H b M と な っ た H b M M il w a u k e e は
，

2 5 0 へ 65 0 n m の 波長域 に わた っ て
， 吸収 ．

C D ス ペ ク ト

ル 共に H b A と 大き な羞は なか っ た
．

以上 5 つ の H b M に つ い て
，

その ヘ ム の 状態 を主 と

して， 吸収 お よび C D ス ペ ク トル の 面か ら追究 した
． 吸
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収で は
，

H b A と H b M で は大き く 異な るが
，

H b M 間

に 顕著 な差 はみ と めら れ なか っ た
．
しか し

，
C D ス ペ ク

ト ル で は， 個々 の H b M の 特徴が よ く反 映 され て い た ．

即 ち
，

a 鎖異常 H b M と P 鎖異常 H b M の 相違 は
，

主

と し て 近紫外領域 の C D に み ら れ
，

近位側と遠位側 の

ア ミノ 酸置換の 相違 は
，

可視領域の C D に 明瞭 に み と

め ら れた ． 以上 の知見 を， 従来報 告され て い る H b M の

機能異常と の相関に つ い て 考察 を加 えた ．
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